
RECD o 3 NOV 2004 



WIPO 



PCT 



OF1CIUL DE STAT PENTRU INVENT" $1 MARCI 



CERTIFICAT DE PRIORITATE 



^ ST/4 * - 

Solicitant: INSTITUTUL O N C O L O G r P r^^SP R DR. AL. 
TRESTIOREANU, BUCURE§TI, RO / \ N A 



\ i / 

Cerere de brevet de inventie nr.: a 2003 00685 > • < : 



■J- 

■-is 



1 i 



Data de depozit: 1 3$&£003\ \ \ 1 



I 

Titlul inventiei^ .METODA PENTRU STABILIREA IN VIVO, LA ANIMALE DE 
' ^EXPERIENTA, A CONCENTRATIEI EFICIENTE DE APA 
SArACITA' IN DEUTERIU PENTRU TRATAMENTUL 

CANCERULUI , %r «~. 

:-_J.. ti/ .y, 



) 



Certificam ca documentatia anexata, Tn numarjd'e i$fi\e., est^gcopia descrierii, 
revendicarilor §1 desenelor din cererea^de brevet de inventie_a§ a cum a fost 
depusa la Oficiul de Stat pentru Inventii §i \Marc ; i( \ . < . - 




\ \ 

.11 



( 



J 



Director General 



S ^ COMPLIANCE WITH 
RULE 17.1(a) OR (b) 




00 

m 



> 



pa 

in 

o 
O 

3 



CERERE DE BREVET DE INVENTIE 



3£~ 



OSIM 




Nr. referinta solicitant/mandatar 



Registratura OSIM (nuiriaru! §i data primirii) 



Se completeaza de catre OSIM 


Numarul cererii de brevet de inventie 




Data primirii Tn Registratura Generala a OSIM - R.4(5) 




Data de depozit - R.8(1) 




Data primirii partii lipsa la Registratura Generala A OSIM - R.(4(7),(8) 




Data de depozit noua - R.8(1) 




Data primirii cererii de retragere a partii lipsa la Registratura Generala a OSIM - R.4(14) 




Data de depozit atribuita cererii de brevet - R.8(14) 





* ^~~!^ratHDl^nume/denumtfe, adresaVsediu) 



INSTITUTUL ONCOLOGIC „Prof. Dr. AITrestioreanu" BUCURE§TI 



§os. Fundeni nr.252, sector 2, Bucure§ti 



Tel/fax: 021/2406160 



2. Solicitam Tn baza Legii nr. 64/1991, republicata in temeiul tegii nr. 203/2002, un brevet pentru inventia cu titlul: 

„ Metoda pentru stabilirea in vivo, la animale de experienta, a concentratiei eficiente de apa saracita in 
deuteriu pentru tratamentut cancerului" 



2.1. Referinta la o cerere anterioara (numar, data de depozit tara/ofioui)- 



3. Declaram ca inventatorii sunt: 



aceea§i cu soliatanjii conform 
tabelului 



X 



persoanele din declaratia anexata 



(nume, prenume gl toe de munca) 



4. Declaram ca inventia confine informatii care au fost clasificate de catre (denumirea, data §i niveiul dasificarii): 



5. Rezumatul se publica Tmpreuna cu figura numarul: 



6. Priority revendicate (stat, data depozit, numar): 



8. Cererea de brevet este divizionara din cererea (numSrcerere, data depozit): 



9. Proceduri solicitate la data depunerii cererii: 


9.1 . Publicarea de urgenta a cererii, conform art. 23, alin. 3 




9.2. Intocmirea unui raport de documentary conform art 24 




9.3. Examinarea cererii cu luarea hotararii Tn termen de 18 luni de la data de depozit, conform art. 24 




9.4. Menflnerea informa{iilor la nivelul de clasificare atribuit, conform regulii 7 





10. Solicitantul desemnat pentru corespondenja cu OSIM: 



1 1 . Adresa solicitantului /mandatarului pentru corespondents cu QSIM: Agentia Universitara de inventica-lNVENTA 
SRL, B-dul C. Coposu nr.7, B1.104, sc.2, ap.31, sector 3, Bucure§ti 



12. Reprezentareprinmandatarautorizatcu: procura X procura generala nr./data 



LS. 



13. Semnaturi solicitan{i/mandatar 








Doina Tuluca // 


CD C3\\ 


Director u 




r w 7f\ ' II 











14. Documente depuse la OSIM de solicitant/mandatar 


15. Documente primite la OSIM 


14.1 . Formular de cerere in exemplare, a file 




Tn 


exemplare, a .... 


file 




14.2. Descriere in exemplare, a file 




Tn 


exemplare, a .... 


file 




14.3. RevendicSri In exemplare, a ..... file 




Tn 


exemplare, a .... 


.file 




AAAJDesene -Tn- -exemplare, a ...i.-ffle- 








In- 


- -exemplarera -rrfile - 




14.5. Rezumat Tn exemplare, a file 




to 


exemplare, a .... 


file 




14.6. Lista de secvente de nucleotide §i/sau aminoacizi, parte a descrierii \ 








14.6.1 . prezentata pe suport de h£rtie in exemplare, a file 




in 


exemplare, a .... 


file 




14.6.2. prezentata pe suport electronic tip ,Tn exemplare j 




tip 


Jn exemplare 




14.7. Document privind dreptul la acordarea brevetuiui 








14.8. Document privind desemnarea inventatorilor 


a 


file 




a file 




14.9. Procura/copie procura generala 


a 


file 






a 


file 




14.10. Document referitor la plata taxelor 


a 


file 






a 


file 




1 4.1 1 . Act privind acordarea reducerii taxelor 


a 


file 






a 


file 




1 4.12. Autorizafla privind transmiterea dreptului de prioritate 


a 


file 




a file 




14.13. Act de prioritate 


a 


file 






a 


file 




14 14 Act referitor la depozitului microorganismului/materialului biologic 


a 


file 






a 


file 




14 15 Document privind o divulgare a inventfei, conform art. 9 din lege 


a 


file 






a 


file 




1416 Copie/traducere a cererii anterioare de la rubrica 2.1 . 


a 


file 






a 


file 




14.17. Alte documente 


a 


file 






a 


file 





~Zr "°4$SM (semnatura, LS) 



Continuarea rubricii nr. 2. 



Inventfa a fost creata Tn condijiile art.5 alin.2, Tn baza contractelor de cercetare nr.1 648/23.04.2001 §i nr. 2450 
Bis/18.06.2002 incheiate mtre InstituturOhcd!ot|ic n Prof. Dr. Al. Trestioreanu" Bucure§ti §i Regia Autonoma pentru 
Activitati Nucleare, Drobeta Tr. Severin. 



Continuarea rubricii nr. 



L 

Continuarea rubricii nr. ... 



Continuarea rubricii nr. 



Continuarea rubricii nr. 



Declaratia 

continand desemnarea inventatorilor invenpei cu titlul: 

„ Metoda pentru stabilirea in vivo, la animalele de experien^a, a concentratiei eflciente de apa saracita In deuterlu 

pentru tratamentul cancerului" 

Aceasta declarape este facuta in conform'rtate cu prevederite art. 14 a//n. 2 §i Regulii 20E §i trebuie depusa in termen de18 
luni dele data solicitarii examinarii in fond a cererii de brevet de inventie, conform Regulii 20E alin. (11) 

1) Nume §i prenume : Nicolae MANOLESCU 

Adresa : Bucure§ti, Bd. Tudor Vladimirescu nr.82, BI.133, sc.1, ap.l, sector 5 

Locul de munca la data crearii invenpei :Facultatea de Medicina Veterinara Bucure§ti, Institutul Oncologic Bucure§ti 

2) Nume §i prenume : Ion BALANESCU . 

Adresa : Bucure§ti , Str. Bulgaria nr.71, sector 5 

Locul de munca la data crearii invenpei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



3) Num&~§tprenumw:~1?erbfiti Constantin VALECA 



K 



Adresa : Pite§ti, Galea Craiovei, BI.2, sc.A, ap.9 



ocul de munca la data crearii invenpei : Universitatea Pite§ti 



4) Nume §i prenume : Rodin TRAICU 



Adresa : Drobeta Tr. Severin, Str. Matei Vasilescu nr.53 



Locul de munca la data crearii invenpei : Regia Autonoma pentru Activitati Nucleare, Drobeta Tr. Severin 



5) Nume si prenume: Dumitru MARCULESCU 



Adresa ! Comuna Cerneti, Jud. Mehedinti 



^cul de munca la data cearii invenpei: Regia Autonoma pentru \ ^tivitafi Nucleare, Drobeta Tr. Severin 



6) Nume §/ prenume: Petru NICULIfA 



Adresa: Bucure§ti, Bd.Iancu de Hunedoara nr.4, ap.7, sector 3 



Locul e munca la data crearii invenpei: Universitatea de §tiinte Agronomice §i^Medicina Veterinara, JBucuregti 



7) Nume §i prenume : loan §TEFANESCU 



K 



Adresa : Ramnicu Valcea, Bd.Nicolae Balcescu nr.4 



Locul de munca la data crearii invenpei : Regia Autonoma pentru Activitati Nucleare, Drobeta Tr. Severin 



8) Nume §i prenume : loan TERBEA 



Adresa : Bucure§ti, Str. Al.Stanila nr.2, Bl. H12, Sc.4, ap.7, sector 3 



Locul de munca la data crearii invenpei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



□X Alp inventatori sunt inscriy in pagina urmatoare 



Semnatura solicitantului sau a mandatarului autorizat (numele §/ prenumele precum §/ calitatea persoanei cu capacitate de 
reprezentare a solicttantului ^&supandatarului autorizat) : 



9) Nume §i prenume : Victoria MORARU 



Adresa : Bucure§ti, Bd.l Decembrie 1918 nr.38, BL U4, Sc.A, ap.4 



Locul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



53 



10) Nume §iprenume : Virgiliu COMIgEL 



Adresa : Bucure§ti, Str. Vaporul lui Assan nr.4, sc.2, ap.53, sector 2 



Locul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



11) Nume §i prenume: Corneliu MATEESCU 



Adresa : Bucure§ti, Str. Campia Libertatii nr.64, BI.34, sc.C, ap.115, sector 3 



Locul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



12) Nume §iprenume : loan ENCUT 



Adresa : Bucur^ti r §os.Golentina-nrr26rBl-64, sc.A, ap.ll, sector 2 



Locul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



it 



) Nume §/ prenume : Marieta PANAIT 



Adresa : Bucure$ti, Str. §apte Drumuri nr.18, BL PM40, sc.A, ap.16, sector 3 



Locul de muncS la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



14) Nume §/ prenume : Daniela BEGU 



Adresa: Bucure§ti, Str. Barbat Voievod nr. 17, sector 2 



Loculde munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



15) Nume §/ prenume : Sabin CINCA 



Adresa : Bucure§ti, Str. Doamna Ghica nr.3, BL2, sc.2, ap.SO, sector 2 



Locul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



16) Nume §i prenume : Maria-Iuliana GRUIA 



7\ofrasaTBucure§ti, Bd. Basarabia nr.244, BL MY8, ap.19, sector 3 



.ocul de munca la data crearii inventiei : Institutul Oncologic Bucure§ti 



17) Nume §/ prenume : Emilia BALINT 



Adresa :Comuna Magurele, jud. Bfov, Str. Mara§e§ti nr.l, B1.17, sc.B, ap.17 



Locul de munca la data crearii inventiei : Facultatea de medicina Veterinara Bucurejti 



18) Nume §i prenume : Aneta POP 



Adresa : Bucure§ti, Str. Lt.Gh.Saidic, BL24, ap.54, sector 6 



Locul de munca la data crearii inventiei : Facultatea de medicina Veterinara Bucure§ti 



Semnatura solicitantului sau a mandatarului autorizat (numele §/ prenumele precum §i calitatea persoanei cu capacitate 
de reprezentare a solicHantulu Lsau-a mandatarului autorizat) : 



Doina Ti 
Director 



Semnatura: <^ 
LS. 
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ORCJUL P£ STAT FENTRU INVENJll ?! fifl&RCJ 

Cerere de brevet de invention 

Nr .c^2C^.„g06ib| 

Data depozit 



saaasi-f iSS?^ ' 

cepoatefiaphcata in oncology experimental ^ 
Sunt cunoscute proced* 5 i "-**££££^ 

^•sssssa- PCT wo 96/33 129 ' Brcv 



RU 2 182 562). .... ^ rg^^ 

nns-a --T^tt^^f ESS £ 

ameltoarile ,i «^^fcntetor^. fe forma unor pre parate farmaceut.ce 
es«e —f 7 Sf^6/039%, W 95/18545). 

cosmettcetUS 5.788953, w mm ,ala in vivo da stabilite 

Din stadini tennicn rearl* * «? rrS^TlSrSS£--» —^a ' 

a Izelor necesare de apa ^»^CL>L dezavantaje. 

<™rqsT\ dar a<-»asta metoda preanta nur tumorS a sanulm etc) gretate la 



Oneqlojeton£ya<a,,4,295), ^ 
Este deia bine cunoscnt fcptul A xenotranspl ^^SS'fltad reject* tn .imp de 

stiintifice publicate in care se prezinta §1 

S«5-«--*-— ^(inccu.area 
in S"~S inpunga jugaia a hamstennut -^BO^ 



tumorilor in a§a zisele sedii privilegiate a demonstrat insa ca procentul de.grefe pozitive 
este neconcludent §i variabil, neputand oferi un model experimental constant §i 
reproductibil(Comi§el, V. §i colab, 2001, Rev. Rom. de Oncologie Comparata, 4, 295) 

b) folosirea animalelor cu imunodeficienfe congenitale sau dobandite)§oarecii „nude" 
homozigoti, atimici congenital, caracterizati printr-o deficienta a raspunsului imun mediat 
celular, timectomia chirurgicala a animalelor nou-nascute. 

c) inhibarea reactivitatii imune pentru inducerea tolerantei specifice fata de 
xenotransplant prin diverse metode cum sunt: iradierea cu doze subletale sub proteose cu 
antibiotics; blocarea sistemului imun* prior iiroculare" iirtravenoasa cu doze masive de 
suspensii coloidale; administrarea de steroizi corticosuprarenali sau seruri antilimfocitare 
sau medicamente imunosupresoare (ciclofosfamida, cytostar etc) sau ciclosporina. 
Mijloacele cunoscut e de producere a imunosupresiei la animate care urmeaza sa fie 
supuse xenotransplantarilor tumorale maligne s-au dovedit a avea efecte nocive asupra 
starii de sanatate a animalelor imunosupresate, stare care influenteaza rezultatele testelor 
experimentale(Comi§el, V. §i colab, 2001, Rev. Rom. de Oncologie Comparata, 4, 295). 
De-asemenea, aplicarea- unui tratament de supresie imimologfc^^ 

transplantului face ca, ulterior transplantului, in timpul experimentului de stabilire a dozei 
eficiente de apa saracita in deuteriu, efectul dozei sa nu fie eel real, animalul supresat 
imunologic are reactii total diferite in compara{ie cu un animal normat; nu reactioneaza 
sau reactioneaza extrem de slab imunologic. 

Un alt aspect important legat de xerotransplantare este acela ca, animalple 
imunosupresate i§i redobandesc capacitatea de respingere a grefei de tesut normal sau 
tumoral malign dupa o perioada de 4-6 saptamani, indiferent de modul de inducere a 
imunosupresiei. 

In experimentele prezentate in brevetul US 5.855921 se precizeaza ca tumorile maligne 
umane xenotransplantate la §oareci §i dezvoltate la ace§tia, dupa o perioada de tratament 
cu apa saracita in deuteriu au regresat §i apoi au fost rejectate datorita acestui tratament. 
Dar in acest caz, rejectarea poate fi pusa pe seama unei reactii imunologice normale: 
gazda contra grefa tumorals, a§a cum a fost aratat mai sus. 

De asemenea precizarea ca, tumorile maligne xenotransplantate la animale §i tratate apoi 
cu apa saracita in deuteriu nu metastazeaza nu poate fi luata in considerare ca efect.al 
administrarii apei deoarece a§a cum s-a aratat mai sus tumorile maligne umane 
transplantate experimental nu metastazeaza, sau metastazeaza foarte rar. 

In brevetul US 5 855 921 dozele de deuteriu in apa administrate in experiment nu sunt 
constante, astfel incat sa se poata urmari stabilirea unei doze singulare eficiente. Astfel, in 
cursul experimentului se administreaza pentru inceput apa cu un continut de 30 ppm 
deuteriu, timp de 3 saptamani, iar apoi, la acela§i lot de animale, se administreaza apa cu 
un continut de deuteriu de 1 10-120 ppm, pana la sfar§itul experimentului. In acest fel este 
construita plaja concentratiilor de deuteriu revendicata in brevetul US 5 855 921. 

Avand in vedere cele de mai sus se poate constata ca experimentele din stadiul tehnicii 
prezentate de inventiile a caror autor este Gabor Somlayi, sunt neconvigataace^deoarece 



pentru xenotransplantarea folosita rezultatele obtinute sunt influence de condifiile in 
care experimentele au fost efectuate, respectiv modalitatea de administrare a dozelor pe o 
plaja prea mare §i folosirea tumorilor umane in cazuri in care a fost folosita in prealabil 
imunosupresarea animalelor de experienta. De asemenea, din experimentele prezentate in 
brevetul US 5.855.921 nu rezulta durata totala pentru tratamentului cancerului, respectiv 
nu este indicata durata §i concentratia pentru care efectele sunt maxime. 

Problema tehnica pe care inventia o- rezolva: este' realizarea unei metode de stabilire 
experimentala in vivo a concentratiei eficiente de deuteriu in apa, astfel incat sa se obtina 
rezultate optime in tratamentul cancerului la §obolani. 

Metoda conform inventiei consta in administrarea apei saracita in deuteriu inainte §i dupa 
grefarea tumorals cu grefe tumorale animale §i are urmatoarele etape: 

A) administrarea §obolanilor Wistar outbred prin dieta a apei saracita In deuteriu la 
concentrate de-25 ppm, 60 ppm §i 100 ppm, timp de~60 de zile, concomlTefit cu 

animale martor carora le-a fost administrate prin dieta apa cu un continut de 150 
ppm deuteriu pe aceea§i durata(apa de la re|:ea) 

B) Stabilirea viabilita|:ii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate, cu albastru de 
tripan 

C) Grefarea animalelor din lotul de experienta §i animalelor martor, in a 60-a zi, sub- 
cutan, cu 1 x 10 7 celule tumorale maligne in 0,5 ml "ser fiziologic de sarcom 
Walker 256- varianta solida §i epiteliom limfotrop T8 Guerin-varianta solida, 
ambeie avand celule cu viabilitate de peste 98%. 

D) Administrare continua §i de lunga durata, prin dieta a apei saracita in deuteriu la 
concentra^ii de 25 ppm, 60 ppm §i 100 ppm deuteriu, perioada in care se 
efectueaza urmatoarele : 

a) incepand cu ziua a 4-a post-grefare se executa la 2-3 zile controlul §i 
masurarea nodulilor tumorali 

b) urmarirea starii fiziologice a animalelor prin cantarire saptamanala, 
urmarirea consumului hranei §i al apei, observarea aparitiei toxicitatii 

c) dupa 60 de zile, cand toate animalele martor au decedat, de preferin^a intre . 
ziua 160-200 de la grefare, se urmare§te efectul produs de administrarea 
apei saracita in deuteriu, la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei 
animalelor supravietuitoare din loturile de experienta, respectiv modul de 
influentare a sistemului imun umoral §i celular al acestor animale, 

, efectuandu-se o serie de controale a starii imunologice a animalelor §i 
anume : analiza formulei leucocitare pentru stabilirea nivelului limfocitelor 
§i a celulelor blastice; analize la nivelul maduvei hematopoietice pentru 
stabilirea nivelului plasmocitelor §i nivelului celulelor NK-K 

E) Stabilirea concentratiei eficiente de apa saracita in deuteriu pentru animalele de 
experienta ramase in viata functie de instalarea noii homeostazi ?i rezultatele 
obtinute privind regresia tumorals, vindecarea de cancer. 



Avantajele metodei conform invenjiei sunt urmatoarele: 

- este o metoda ce practica grefarea tumorals alogeneica care poate permite mai 
degraba o eventuala extrapolare a rezultatelor la om decat rezultatele obtinute de 
altf autori pe animale singeneice; 

- permite stabilirea exacta a concentratiei eficiente de deuteriu; 

- rezultatele aplicarii metodei sunt exacte si reproductible, tumorile grefate in 
sistem alogeneic avand un procent de prindere tumorala de 100%, fara regresii 
tumorale spontane; 

- nu este efectuata supresia imunologica a animalelor ceea ce permite eliminarea 
unor rezultate fals pozitive; 

_._ - nu introdn^ ni^T un factor pt*"*""- IB stabilirea concentrafiei de deuter iu; 

- foloseste tumori experimentale bine cunoscute de screening, folosite curent la 
aprecierea efectelor citostaticelor. 

Sella mai jos uti exeinplu de realizare a metodei conform inventiei: 

Metoda conform inventiei consta in administrarea la animale de experienta( sobolani) a . 
apei saracita in deuteriu, inainte si dupa grefarea tumorala cu grefe animale. 
Metoda cuprinde urmatoarele etape: 

* i 

A) Administrarea apei saracita in deuteriu inainte de grefarea tumorala 

Se ai"g cca 800 animale de experienta, respectiv sobolani Wistar outbred, masculi si 
femele, cu greutate de 120 ± 20 g, cu stare fiziologica buna constatata in urma unui 
examen clinic. 

Animalele de experienta au fost repartizate cate 7-8 intr-o cusca (masculii separaji de 
femele). 

Se administrareza pentru trei loturi de sobolani Wistar outbred prin dieta apa saracita 
in deuteriu la concentrate de 25 ppm, 60 ppm si 100 ppm, timp de 60 de zile, 
concomitent cu animale martor carora le-a fost administrata prin dieta apa cu un 
continut de 150 ppm deuteriu pe aceeasi durata (apa de la retea). 

B) Stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate. 

Inainte de efectuarea gre felor se executa stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce 
urmeaza a fi grefate, cu albastru de tripan. Pentru aceasta determinare, pe o lama de 
microscop se recolteaza celule tumorale, obtinute conform unor tehnici cunoscute, din 
tumora alogeneica in 0,5 ml ser fiziologic si se adauga l-2picaturi de albastru de tripan. 
Celulele colorate in albastru sunt celule moarte. Calculul procentului de viabilitate se face 
prin numararea celulelor moarte la 1000 celule etalate pe lama si se raporteaza %. 
Viabilitatea celulelor trebuie sa fie de peste 98%. 

C) Grefarea animalelor din lotul de experienta si animalelor martor cu sarcomul Walker 
256-varianta solidd si cu epiteliomul limfotrop T8 Guerin- varianta solid*. 



in a 60-a zi de la tratamentui preliminar al animalelor cu apa saracita in deuteriu conform 
punctului A) se procedeaza la grefarea §obolaniIor din lotul de experienta cat §i din lotul 
martor, prin tehnici bine cunoscute, subcutan, dorsal, cu 1 x 10 7 celule tumorale maligne 
in 0,5 ml ser fiziologic de sarcom Walker 256- varianta solida §i epiteliom limfotrop T8 
Guerin-varianta solida, ambele avand celule cu viabilitate de peste 98%. 
Grefarea s-a executat pe cate trei loturi de 220 animale ce urmeaza a li se administra apa 
saracita in deuteriu la trei concentratii, respectiv la 25 ppm, la 60 ppm §i la 100 ppm. 
Din fiecare lot de 220 animale de experienta, doua loturi de 79 animale au fost grefate cu 
sarcomul Walker 256-varianta solida §i un lot de 79 animale au fost grefate cu 
epiteliomul T8 Guerin- varianta solida. 
Celelalte animale fund folosit e ca martori. 

D) Administrare continua §i de lungd durata, prin dieta a apei saracita in deuteriu la 
concentratii de 25 ppm, 60 ppm §i 100 ppm deuteriu comparativ cu administrarea la 
animalele martor a apei de la refea cu continut de deuteriu de 150 ppm . ~ 
Animalelor de experienta impar^ite pe trei loturi li s-a administrat prin dieta zilnica apa 
saracita in deuteriu la trei concentratii: 30 ppm, 60 ppm §i 100 ppm, ( timp de 700 zile. 
Inceputul administrarii animalelor de experienta s-a facut concomitent cu administrarea la 
animale martor, tot in dieta zilnica, a apei de la retea cu un continut de deuteriu de 150 
ppm. 

In perioada experimentului se efectueaza urmatoarele : 

a. incepand cu ziua a 4-a post-grefare se executa la 2-3 zile, la locul 
inoculului, controlul §i masurarea nodulilor tumorali dezvoltati la animalele 
de experienta. Incidents tumorals a fost la toate loturile de 100%. Cre§terea 
tumorilor a fost apreciata prin masurarea a doua diametre: mare §i mic, la 
diferite stadii ale cre§terii tumorale. Volumul tumoral a fost calculat dupa 
formula V = a x b 2 x 0,4 , in care V este masurat in mm 3 , a §i b sunt cele 
doua diametre, iar 0,4 este o constants. 

b. Zilnic, se efectueaza urmarirea starii fiziologice a animalelor prin cantarire, 
urmarirea consumului hranei ?i al apei, observarea aparitiei fenomenelor 
toxice( hemoragii, diaree, caderea parului, etc). De asemenea , zilnic se 
efectueaza inregistrarea mortalitatii. Animalele au fost cantarite la data 
efectuarii masuratorilor tumorale pentru ca, scaderea brusca in greutate 
poate fi o manifestare a fenomenelor toxice. 

c. Dupa 60 de zile cand toate animalele martor au decedat, de preferinta intre 
ziua 160-200 de la grefare, se urmare§te efectul produs de administrarea 
apei saracita in deuteriu, la concentratiiie stabilite, asupra homeostaziei 
animalelor supravietuitoare din loturile de experienta, respectiv modul de 
influentare a sistemului imun umoral §i celular al acestor animale, 
efectuandu-se o serie de controale a starii imunologice a animalelor §i 
anumei.analiza formulei leucocitare pentru stabilirea nivelufui lirnfocitelor 



§ i a celulelor blastice, inclusiv nivelul prezentei celulelor NK-K si al 
celulelor dendritice; analize la nivelul maduvei hematopoietice a teritorulor 
limfonodate satelite zonei de grefare tumoral*, inclusiv formafiunea 
tumorals, grefata. 

F) Stabilirea concentrafiei eficiente de apa saracita in deuteriu pentru animalele de 
experienfa ramose in viata funcfie de instalarea unei noi homeostazi si de 
rezultatele obtinute privind regresia tumorala si vindecarea de cancer. 
Aprecierea activitatii antitumorale a apei saracita in deuteriu s+a facut conform 
criteriilor NCI(1990). S-a calculat inhibitia cresterii tumorale (ICT%), o valoare de 
50% a acestui indice reprezentand o inhibitie puternica a cresterii tumorale. 

JJeateu. supjcayiejiurea. animalelor s-_a calculatL. 

- timpul mediu de supraviepaire(TMS); 

- raportul T/C(tratat/control x 100) care trebuie sa fie mai mare de 125; 

- cresterea timpului de supravietoire (ELS%) care trebuie sa aiba valoarea peste 25- 
36 in functie de sistemul experimental folosit; "* " 

- calcularea'numarului de animale supravietaitoare pe termen lung fata de numarul 
animalelor tratate. 

Au fost respectate procedure standard pentru validarea GLP a modelelor 
experimentale utilizate in studiile farmacologiceAu fost respectate cele doua yariabile 
cerute de GLP: variabila independenta ( de predictie), care consta w utilizarea a 
aceluiasi numar de celule tumorale, inoculate in aceleasi conditii standard la toate 
animalelel ( 1 x 10 7 celule tumorale) si variabila dependents (variabila de cnterm): 

- perioada de laten{a( in zile de la transplant^ tumoral pana la aparnia unui nodul 

tumoral palpabil); . . . ' . 

- incidenta tumorala- numar de animale cu tumori, fara tumon, rejectu tumorale; 

- timpul mediu de supravietuire (TMS in zile) de la grefarea tumorii pana la moartea 
ultimului animal. 



REZULTATE 



Ca prim rezultat, este evidential faptul ca exista diferente semmficative m ceea ce 
priveste tumorigeneza si evolutia tumorala intre martorii carora h s-a administra in dieta 
apa curenta de la retea, pre- si post grefare tumorala §i sobolanu carora le-a fost 
administrata apa saracita in deuteriu, in special la concentratia de 60 ppm. 

In ceea ce priveste perioada de latenta s-a constatat o lungire a acesteia cu 5 zile la 
loturile care au primit in dieta apa saracita in deuteriu cu concentratia de 60 ppm fa(a de 
martori, atat pentru tumora Walker 256 cat si pentru tumora T8 Guenn. Aceasta lungire a 
perioadei de latenta a influenzal procentajul § obolanilor cu tumonla^ifente stadn ale 



evolutiei tumorale. 



privire la supraviepjirea animalelor s-au constatat urmatoarele: 

- la 60 de zile post inocul tumoral s-a constatat o usoara prelungire a TMS la 
animalelele grefate cu tumora T8 Guerin la care s-a administrat apS saracitS in 
deuteriu de concentrate 60 ppm si o prelungire semnificativS a TMS la animalele 
grefate cu tumora Walker 256; la animalele grefate cu tumora Walker 256 si 
criteriile de apreciere ale activitatii tumorale au valori semnificative( T/C% = 150 
siILS% = 50); 

- la animalele grefate cu tumora Walker 256 la care s-a administrat apa saracita in 
deuteriu in concentratie de 60 ppm deuteriu, in a 60-a zi mai traiau 33/79(41%) 
din sobolani fafa de 20 % la animalele tratate cu apa saracita in deuteriu la 
concentrate de 25 ppm deuteri uji 28,5 % la animalele tratate cu ap a saracita in 
deuteriu la concentratie deTIJO^ppnTaeuteriu; 

- pana in a 60-a zi de la inoculul tumoral toate animalele martor au murit de cancer; 

- la 80 de zile, din 79 sobolani grefaji cu tumora Walker 256 si tratafi cu apa 
saracita in deuteriu cu concentrafia de 60 ppm deuteriu,mai tfSiaU 27 sobolani din- 
care 22 fSra tumori, procentul sobolanilor care n-au dezvoltat cancer fund de 34%; 

- pentru tumora T8 Guerin si concentratia de 60 ppm deuteriu, la 1 84 de zile, au fost 
8/77 s6bolani(10,4%) care nu au dezvoltat cancer iar 1 1/77(14,2%) au prezentat o 
evolufie tumorals foarte lentS; 

- la 584 de zile, pentru tumora Walker si concentrafia 60 ppm deuteriu, 20/70 
sobolani au fost in viajS ceea ce reprezinta 28,5%, iar la 8/60(1 1,1%) din sobolani 
la care evolufia tumorals a fost foarte mult prelungita. 

Aceste rezultate obfinute prin aplicarea metodei conform invenfiei sunt datorate in 
primul rand modularii celulelor din sistemul imunitar mediat umoral si celular, care 
determina o inhibitie asupra dezvoltarii si evohuiei celor doua tumori maligne 
experimentale(Walker 256 si T8 Guerin). Dovada acestei acjiuni este ilustrata de 
urmatoarele: 

- la 162 de zile pentru tumora Walker 256 si la 192 de zile pentru tumora T8 
Guerin, formula leucocitara la animalele supraviefuitoare cu evoliitie tumorala 
extrem de lenta, prezinta o crestere procentuala a limfocitelor de 70-80 %vs. 15- 
20% la martori; din procentul limfocitelor 10 - 15 % erau celule blastice vs. 0% la 
martori; 

- inregistrarea unui procent crescut al celulelor dendritice( 5-8 % vs 0 - 1% la 
martori) si a celulelor NK-K(9-15% vs. 0-1% la martori); 

- se constats ca maduva hematopoietics a animalelor tratate cu apS sSrScitS in 
deuteriu la concentratie 60 ppm deuteriu prezintS o masivS infiltrare cu 
imunoblasti, plasmocite si mastocite, ceea ce dovedeste o celularitate specifics 
pentru reacfiile imune mediate umoral; 

teritoriul limfopoietic prezintS imagini identice cu cu cele din maduva 
hematopoietics; 



s 



- celulantatea tumorilor cu evolve extrem. de lenta este foarte diferita de cea 
existenta la martori; astfel, in timp ce la martori celulele tumorale sunt in 
proporfie de apropae 100% din total celularitate, la animalele care au primit in 
dieta apa saracita in deuteriu, in special cea cu concentratia de 60 ppm deuteriu 
pragul acestor celule tumorale nu depasesc.10 %, restul celulelor tumorale fund in* 
necrobioza; 

- se remarca invazia tumorii de catre limfocite si celule NK-K. 

- analiza citomorfologica a hematopoiezei arata o formula leucocitara cu un procent 
ndicat de limfocite(60-75%), celule limfeide-felastiee- (S-7%); prezenja celulelor 
dendntice(5-8%) si a celulelor NK-K (9-15%) la sobolani care au consumat 1-2 
ani in exclusivitate si in mod continuu apa saracita in deuteriu 60 ppm deuteriu. 

"Deci, sobolanii supraviehiiton de cancer au prezentat o remanenta~pe termen foarte " 
lung a acestei extraordinare stimulari imune prin administrarea continua de apa 
saracita in deuteriu 60 ppm deuteriu inainte si dup5 grefarea tumorala. 

In baza rezultatelor obtinute prin aplicarea metodei conform inventiei se poate afirma 
ca, administrarea continua de apa saracita in deuteriu la concentrate de 60 ppm 
deuteriu timp de 60 de zile inainte' de grefarea tumorala si administrarea" acestei ape 
timp extrem de indelungat, inhiba dezvoltarea si evolutia celor doua tumori maligne 
experimentale pe ? obolani Wistar outbred, producand in final nedezvoltarea 
cancerului .in procente semnificati-ve cat si prelungirea semnificativa a timpului de ' 
supraviejuire a animalelor cu tumori, determinand o evolutie foarte lenta. 

De asemenea se poate afirma ca apa saracita in deuteriu la concentratia de 60 ppm 
deuteriu administrata continuu si timp indelungat actioneaza ca un factor homeostazic 
de inhibare a dezvoltarii si evolutiei tumorilor maligne. 

Deoarece sobolanii supravietuitori de cancer au prezentat o remanents pe termen 
foarte lung a sistemului imunitar in urma administrarii continue de apa saracita in 
deuteriu la concentrate de 60 ppm deuteriu, se poate afirma ca apa saracita in 
deuteriu la concentratia de 60 ppm deuteriu creeaza o noua homeostazie la animalele 
de experienta la care a fost administrata, producand o modulare a celulelor din 
sistemul imunitar mediat umoral si celular. 

Pentru a mentine homeostazia indusa de apa saracita in deuteriu este necesar ca 
administrarea acesteia odata inceputa sa fie continuata indefinit (continuu), fara 
intreruperi accidentale; in caz contrar, homeostazia instalata se perturba cu usurinta si 
se poate reveni la faza homeostazica dinaintea administrarii apei saracite in deuteriu, 
cand conditiile homeostazice faciliteaza din nou proliferarea clonului malign. 



REVENDICARI 



1. Metoda pentru stabilirea in vivo, la animalele de experienta, a concentratiei 
eficiente de apa saracita in deuteriu pentru tratamentul cancerului, caracterizata 
prin aceea ca, prevede administrarea la animale de experienta a apei saracita in deuteriu 
inainte §i dupa grefarea tumorala cu grefe animale §i are urmatoarele etape: 

A) administrarea §obolanilor Wistar outbred prin dieta a apei saracita in deuteriu la 
concentratiile de 25 ppm, 60 ppm §i 100 ppm, timp de 60 de zile, concomitent cu 
animale martor carora le-a fost administrate prin dieta apa cu un continut de 150 
ppm deuteriu pe aceea§i durata. 

B) Stabilirea viabilitatii celulelor tumorale ce urmeaza a fi grefate, cu albastru de 

C) Grefarea animalelor din lotul de experienta §i animalelor martor, in a 60-a zi, 
subcutan dorsal, cu 1 x 10 7 celule tumorale maligne in 0,5 ml ser fiziologic, de 
sarcom Waker 256- varianta solida §i epiteliom Iimfotrop T8 Guerin ..-jfarianflL. 
solida, ambele avand celule cu viabilitate de peste 98%. 

D) Administrare continua §i de lunga durata, prin dieta a apei saracita in deuteriu la 
cpjicentratii de 25 ppm, 60 ppm §i 100 ppm deuferiu, perioada in care se 
efectueaza urmatoarele : 

.a. incepand cu ziua a 4-a post-grefare se executa la 2-3 zile controlul §i 
masurarea nodulilor tumorali; 

b. urmarirea starii fiziologice a animalelor prin cantarire. saptamanala, 
urmarirea consumului hranei §i al apei 9 observar^- aparitiei toxicitatii; 

c. dupa 60 de zile, cand toate animalele martor au decedat, de preferinta intre 
ziua 160-200 de la grefare, se urmare§te efectul produs de administrarea 
apei saracita in deuteriu, la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei 
animalelor supravietuitoare din loturile de experienta, respectiv modul de 
influentare a sistemului imun umoral §i celular al acestor animale, 
efectuandu-se o serie de controale a starii imunologice a animalelor §i 
anume : analiza formulei leucocitare pentru stabilirea nivelului limfocitelor 
§i a celulelor blastice; analize la nivelul maduvei hematopoietice cat §i la 
nivelul limfonodulilor limitrofi cu grefa tumorala pentru stabilirea 
cantitativa a nivelului celulelor imunologic competente; 

E) Stabilirea concentratiei eficiente de apa saracita in deuteriu pentru animalele de 
experienta ramase in viata functie de instalarea noii homeostazi §i de rezultatele 
obtinute privind regresia tumorala, cat §i de vindecarile de cancer. 

2. Metoda,' conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca stabile§te concentratia de 
60 ppm deuteriu in apa saracita in deuteriu, concentrate care este cea mai eficienta 
pentru tratamentul §i profilaxia cancerului prin administrare continua §i de lunga durata a 
acestei ape in dieta zilnica. 



Metoda pentru stabilirea in vivo, la animalele de experienta, a concentrajiei 
eficiente de apa saracita in deuteriu pentru tratamentul cancerului 



REZUMAT ' 

Metoda conform invenjiei prevede administrarea la animale de experienta a apei saracita in 
deuteriu Tnainte si dupa grefarea tumoral! cu grefe animale si are urmatoarele etape: 

A) administrarea sobolanilor Wistar outbred prin diet! a apei saracita in deuteriu la 
concentratiile de 25 ppm, 60 ppm si 100 ppm, timp de 60 de zile, concomitent cu animale 
martor carora le-a fost administrate prin dieta apa cu un continut de 1 50 ppm deuteriu pe 
aceeasi durata. 

BT stabilirea'viabilitaTri ceimeloTtulnor ale cTuraieazI a~fi grefeteTcu^Tbasffu ae trlpan. 

C) Grefarea animalelor din lotul de experienta si animalelor martor, in a 60-a zi, subcutan 
dorsal, cu 1 x 10 celule tumorale maligne In 0,5 ml ser fiziologic de sarcom Waker 256- 

_ varianta solid! si epiteliom limfotrop T8 Guerin -variant! solid!, ambele avSnd celule-eu- 
viabilitate de peste 98%. 

D) Administrare continu! si de lung! durata, prin diet! a apei s!ricit! in deuteriu la 
conqentratii de 25 ppm, 60, ppm si 100 ppm deuteriu, perioada in care se efectueaza 
urmatoarele : 

a. incepand cu ziua a 4-a post-grefare se execut! la 2-3 zile controlul si m!surarea 
nodulilor tumorali; . 

- b. urmarirea starii fiziologice a animalelor prin cantarire saptamSnal!, urmafirea 
consumului hranei si al apei, observarea aparitiei toxicit!tii; 
c. dup! 60 de zile, cSnd toate animalele martor au dececai, de preferint! tntre ziua 
160-200 de la grefare, se urmareste efectul produs de administrarea apei s!r!cita 
in deuteriu, la concentratiile stabilite, asupra homeostaziei animalelor 
supravietuitoare din loturile de experient!, respectiv modul de influentare a 
sistemului imun umoral si celular al acestor animale, efectuandu-se o serie de 
controale a starii imunologice a animalelor si anume : analiza formulei leucocitare 
pentru stabilirea nivelului limfocitelor si a celulelor blastice; analize la nivelul 
m!duvei hematopoietice cat si la nivelul limfonodulilor limitrofi cu grefa 
tumoral! pentru stabilirea cantitativ! a nivelului celulelor imunologic competente; 

E) Stabilirea concentratiei eficiente de ap! s!racita in deuteriu pentru animalele de 
experient! ramase in viaj! functie de instalarea homeostaziei si de rezultatele obtinute 
privind regresia tumoral!, cSt si de vindecarile de cancer. 

Metoda stabileste concentratia de 60 ppm deuteriu in apa s!r!cit! in deuteriu, ca fiind cea 
mai eficient! pentru tratamentul si.profilaxia cancerului prin administrare continu! si de lung! 
durat! a acestei ape in dieta zilnica. . 
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